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In response to a severe insult (e.g. injury, inflammation or cancer) patients are in
a so-called catabolic state. Net breakdown (catabolism) of predominantly protein
is manifested in a for severe illness characteristic wasting of muscle mass. This
wasting of muscle protein and an additional loss of muscle contractility indicate
that skeletal muscle is an important tissue in the metabolic response to a catabolic
challenge. In addition muscle is the main source of glutamine production. Glutamine
is an important fuel for the gut and the immune system and has been suggested
to become essential during severe illness. In this thesis derangements in protein,
amino acid and energy metabolism in skeletal muscle and the role of glutamine
have been studied in a catabolic rat model.
Muscle protein wasting can either be the result of a decreased synthesis
rate, an increased degradation rate or a combination of both. No reliable method
is available for measuring /n v/Vo protein degradation rates in rats. In large
animals and human subjects amino acid tracer kinetics have been used to measure
protein synthesis and degradation rates simultaneously /n wvo . In chapter 2 it
was investigated whether this method can be used in rats. However, due to a
high variation and due to the fact that protein synthesis rates obtained after
starvation were not in line with those obtained with generally accepted methods,
it was decided not to use this method. Therefore, in this thesis only protein
synthesis rates were measured using the phenylalanine flooding dose technique.
A single intraperitoneal injection with zymosan suspended in liquid paraffin
was used to derive a catabolic rat model. A model with a reproducible pattern of
illness was obtained in this way. An acute phase of critical illness (2 days) with
an average mortality of 20% was followed by a prolonged recovery phase for at
least 10 days without mortality and signs of severe illness (chapter 3). Zymosan
treatment substantially reduced food intake and, therefore, control rats were
pair fed.
Zymosan treated rats lost muscle mass during the acute phase of critical
illness. At least part of this loss was the result of a decreased protein synthesis
rate. In addition also other metabolic responses were observed which are
characteristic for severe illness (e.g. decreased muscle concentrations of
glutamine, increased liver mass and enhanced liver protein synthesis rates)
(chapter 3). The prolonged recovery period with a substantial food intake (60-
80% of control) makes the model suited for nutritional intervention studies.
During severe illness increased oxidation of branched chain amino acids has
frequently been reported. In chapter 4 an increased activity of the rate limiting
enzyme in the degradative pathway of branched chain amino acids (BCAA), the
branched-chain 2-oxoacid dehydrogenase complex, has been observed in muscle
of zymosan treated rats. This furnishes a possible mechanism for the increased
oxidation of BCAA during catabolic diseases. An increased breakdown of BCAA
will lead to an increased synthesis of glutamate. Glutamate can subsequently be
used to synthesize alanine and glutamine. These latter two are important amino
acids during disease, respectively for gluconeogenesis and as a fuel for rapidly
dividing cells (e.g. enterocytes, lymphocytes and macrophages). The increased
breakdown of BCAA, therefore, provides a possible mechanism to direct amino
acids, derived from net muscle protein breakdown, for a large part to alanine and
glutamine synthesis. ... •.
During severe illness and especially the following recovery phase, patients
often complain of muscle weakness and increased fatiguability. Zymosan treatment
of rats resulted in an 85% loss of muscle force generated during /n s/tu electrical
stimulation. Since muscle mass decreased by 22% it is concluded that the decrease
in muscle mass explains only part of the force loss. In chapter 6 a decrease in
muscle mitochondrial protein content was observed in zymosan treated rats.
This decrease, which was even more dramatic than the wasting of total muscle
protein, was at least in part the result of a decreased synthesis rate of
mitochondrial protein. In exercise physiology a clear relationship has been
established between muscle mitochondrial content and muscle endurance
performance. This supplies a possible mechanism for the severe illness related
muscle weakness. However, the decrease in mitochondrial content in skeletal
muscle of zymosan treated rats was accompanied by only a modest decrease in
concentrations of high energy phosphates in resting muscle (chapter 5).
A reduced mitochondrial content has been shown to lead to a decreased
capacity to produce energy and, therefore, impaired energy production is more
likely to arise during an increased activity. During /n s/tu electrical stimulation of
skeletal muscle no differences were observed in changes in high energy phosphates
between zymosan treated and pair fed control rats (chapter 7). These results
indicate that the 85% reduction in force generated by the zymosan treated rats
most likely results from an insensitivity of muscle for stimulation. This insensitivity
is possibly caused by a temporary derangement in the nervous system or in one
of the steps of the excitation-contraction coupling mechanism. However, a
decreased mitochondrial content may have implications for muscle function and
fatiguability during prolonged recovery from critical illness.
It has been suggested that glutamine becomes conditionally essential during
severe illness and, therefore, many glutamine intervention studies have been
and are being performed. A positive relation between muscle glutamine
concentration and protein synthesis rated has been reported in the literature
and has been used to underline the potential of glutamine interventions to preserve
muscle mass. However, in skeletal muscle of rats recovering from the zymosan
challenge normalized protein synthesis rates were observed, while glutamine
concentrations were still decreased (chapter 3). These results indicate that
the positive relationship between these two features is not a universal one.
In chapter 8 a glutamine intervention, using a diet with a protein source
rich in glutamine, resulted in increased concentrations of glutamine in muscle
and plasma when applied to healthy rats not injected with zymosan. However,
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the diet had no influence on the catabolic response to a zymosan challenge
measured as severity of illness (food intake and body weight), depleted glutamine
stores, and wasting of skeletal muscle (both total and mitochondrial protein).
The diet was ingested and absorbed by the zymosan treated rats. Most likely all
the extra glutamine supplied in this way is extracted by splanchnic tissues.
Main conclusions := , i:
• Injecting rats with zymosan resulted in a catabolic model with an acute
phase of critical illness for 2 days followed by a prolonged recovery phase
(at least 10 days). The model is suited for investigation of biochemical
mechanisms behind metabolic derangements during both phases and for
studies of nutritional interventions during recovery.
• Wasting of muscle protein, taking place during the acute phase of critical
illness in zymosan treated rats, was at least in part the result of decreased
protein synthesis rates.
• During severe illness the mitochondrial protein content in skeletal muscle is
reduced to a greater extent than total muscle protein. Part of this loss was
the result of decreased synthesis rates of mitochondrial protein. These were
substantially more decreased than synthesis rates of total muscle protein.
• A loss of muscle contractility was observed in the zymosan treated rats
and seemed to be the result of an impairment in the nervous system or in
the excitation/contraction coupling mechanism. During prolonged recovery
from critical illness the decreased mitochondrial content may have important
implications for muscle function.
• Nutritional intervention with a diet containing a protein source rich in
glutamine is capable of increasing the muscle and plasma glutamine pools
in healthy control rats. However, this diet had no effect on the zymosan
induced severity of illness, the reduction in the glutamine pools and the
wasting of muscle protein (neither total nor mitochondrial protein).
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Samenvatting
Tijdens emstige ziekte (zoals ernstige verwondingen, infecties of kanker) raken
patienten in een katabole situatie. Netto afbraak (katabolisme) van voomamelijk
eiwit leidt tot een voor ernstige ziekte karakteristiek verlies van spiermassa.
Gedurende de herstelfase na ernstige ziekte klagen patienten vaak over een
verminderde spierkracht. Het verlies van spiermassa en van spierfunctie duiden
erop dat de skeletspier een belangrijk weefsel is in de metabole reactie op ernstige
ziekte en tijdens de herstelfase. Daarnaast is de skeletspier de belangrijkste
bron van glutamine. In de literatuur is gesuggereerd dat glutamine een essentieel
nutrient is tijdens ernstige ziekte en dat het in deze situaties dient toegevoegd
te worden aan de voeding. In dit proefschrift zijn ontsporingen in eiwit-, aminozuur-
en energiemetabolisme in de skeletspier en de rol van glutamine hierbij bestudeerd
in een katabool rattenmodel.
Verlies van spiereiwit is het gevolg van een daling in de eiwitsynthese snelheid,
een stijging in de eiwitafbraak snelheid of een combinatie van deze twee. Er is
maar een methode voorhanden om betrouwbaar ;n v/Vo eiwitafbraak snelheden
te meten. Deze methode is gebaseerd op aminozuur tracerkinetiek en wordt
gebruikt om bij grote proefdieren en bij de mens zowel eiwitsynthese als afbraak
snelheden te meten. In hoofdstuk 2 is getest of deze methode bruikbaar is bij
ratten. Vanwege een grote variatie in de gemeten waarden en vanwege het feit
dat de eiwitsynthese snelheden verkregen na vasten niet overeen kwamen met
deze gemeten met geaccepteerde methoden, is besloten deze methode verder
niet te gebruiken. In de overige experimenten zijn daarom alleen eiwitsynthese
snelheden gemeten.
Om een katabool rattenmodel te verkrijgen, is gebruik gemaakt van een
eenmalige intraperitoneale injectie met zymosan gesuspendeerd in vloeibare
paraffine. Zymosan is een extract van gist en stimuleert het complement systeem
en macrofagen. Het rattenmodel laat een reproduceerbaar ziektebeeld zien. Een
acute fase van ernstige ziekte (2 dagen) met een matige sterfte (20%) wordt
gevolgd door een lange herstel fase van tenminste 10 dagen zonder sterfte en
zonder tekenen van ernstige ziekte (hoofdstuk 3). Omdat de behandeling met
zymosan een aanzienlijke daling in de voerinname tot gevolg heeft, is aan de
controle ratten dezelfde hoeveelheid voer verstrekt (paarsgewijs gevoed).
Tijdens de acute fase van ernstige ziekte is verlies van spiermassa
waargenomen bij de zymosan geTnjecteerde ratten. Dit verlies was gedeeltelijk
het gevolg van verlaagde eiwitsynthese snelheden. Daarnaast zijn in de zymosan
geinjecteerde ratten nog andere metabole veranderingen waargenomen die
karakteristiek zijn voor ernstige ziekte. De spier glutamine concentratie was
verlaagd, de lever vergroot en de lever eiwitsynthese snelheden verhoogd
(hoofdstuk 3). De kombinatie van een lange herstelperiode en een redelijke
voerinname (60-80% van normaal) maken het zymosan model uitermate geschikt
voor voedingsinterventiestudies.
Tijdens ernstige ziekte worden meer essentiele vertakte keten aminozuren
geoxideerd. In hoofdstuk 4 is in de skeletspier van de zymosan geinjecteerde
ratten een verhoogde activiteit waargenomen van net snelheidsbepalende enzym
in de afbraak van vertakte keten aminozuren, het zgn. vertakte keten a-ketozuur
dehydrogenase complex. Deze waameming verschaft een mogelijk mechanisme
voor de, tijdens ernstige ziekte waargenomen, toename in oxidatie van vertakte
keten aminozuren. Een verhoogde afbraak van vertakte keten aminozuren leidt
tot een toename in de synthese van glutamaat. Glutamaat kan vervolgens gebruikt
worden voor de aanmaak van alanine en glutamine. Deze laatste twee aminozuren
zijn belangrijk tijdens ziekte, respektievelijk voor gluconeogenese en als brandstof
voor sneldelende cellen (lymfocyten, enterocyten en macrofagen). Mogelijk is de
verhoogde afbraak van vertakte keten aminozuren een mechanisme om een groot
deel van de aminozuren afkomstig van netto eiwitafbraak richting glutamine en
alanine synthese te dirigeren. ishof^nptts". : ods-tpj :•••---:• •>:
Patienten klagen tijdens ernstige ziekte en vooral tijdens het herstel hiervan
over spierzwakte en een toegenomen vermoeidheid. Ook de zymosan
geinjecteerde ratten vertonen een verlies van spierkracht. Tijdens /n s/tu
electrostimulatie van de skeletspier in zymosan behandelde ratten is een afname
van 85% in spierkracht waargenomen. Aangezien de afname in spiermassa in de
zymosan geinjecteerde ratten 22% bedroeg, kan slechts een deel van het verlies
aan spierkracht hierdoor verklaard worden. In hoofdstuk 6 is een daling
waargenomen van het mitochondriele eiwitgehalte in de spier van de zymosan
geinjecteerde ratten. Deze daling, die groter is dan de daling in totaal spiereiwit,
was tenminste voor een deel het gevolg van een verlaging in de synthese snelheid
van mitochondrieel eiwit. In de inspanningsfysiologie is een duidelijke relatie
aangetoond tussen het mitochondrieel gehalte en het uithoudingsvermogen van
de skeletspier. Het lijkt daarom mogelijk dat een laag mitochondrieel gehalte de
spierzwakte tijdens ernstige ziekte kan verklaren. Het verlaagde mitochondrieel
gehalte in de skeletspier van de zymosan geinjecteerde ratten ging echter gepaard
met slechts geringe veranderingen in de concentraties van energie-rijke fosfaten
in de rustende spier (hoofdstuk 5). Dit betekent, dat het lage mitochondrieel
gehalte geen grote invloed lijkt te hebben op het behoud van de energiestatus
tijdens rust.
In hoo fds tuk 7 is de mogelijkheid bestudeerd dat een verlaagd
mitochondrieel gehalte met name tijdens een verhoogde activiteit resulteert in
een energieprobleem in de skeletspier. Als gevolg van electrostimulatie van de
skeletspier /n s/tu (teneinde een verhoogd energieverbruik te induceren) zijn
echter geen verschillen in de, door de stimulatie geinduceerde, veranderingen in
energie-rijke fosfaten waargenomen tussen de zymosan geinjecteerde en
paarsgewijs gevoede controle ratten (hoofdstuk 7). Deze resultaten suggereren
dat de waargenomen afname van 85% in spierkracht in de zymosan geinjecteerde
ratten waarschijnlijk het resultaat is van een verminderde stimuleerbaarheid van
de spier. Dit is mogelijk het gevolg van een ontregeling in het zenuwstelsel of in
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een van de stappen van het excitatie-contractie koppelingsmechanisme van de
skeletspier. Het is echter zeer wel mogelijk dat het verlaagd mitochondrieel gehalte
wel tijdens verder herstel van ernstige ziekte zorgt voor energieproblemen in de
spier en een toegenomen vermoeiheid.
Van glutamine wordt gesuggereerd dat het gedurende ernstige ziekte een
essentieel nutrient is, en daarom zijn en worden veel interventiestudies met
glutamine uitgevoerd. In de literatuur is een positief verband gerapporteerd tussen
spier glutamine concentratie en spiereiwitsynthese snelheid. Op basis van dit
verband is gesuggereerd dat glutamine interventies het verlies van spiereiwit
tijdens ernstige ziekte kunnen verminderen. In de skeletspier van ratten
herstellende van de zymosan injectie zijn echter normale eiwitsynthese snelheden
waargenomen terwijl glutamine concentraties nog verlaagd waren (hoofdstuk
3). Deze resultaten laten zien dat het positieve verband tussen beide parameters
niet altijd aanwezig is.
De in hoofdstuk 8 beschreven glutamine interventie, uitgevoerd met een
voer met een eiwitbron rijk aan glutamine, resulteerde in verhoogde glutamine
concentraties in spier en plasma van controle ratten. Dit voer had echter geen
invloed op de katabole reactie na een zymosan injectie. Er zijn geen verschillen
gemeten in de ernst van de ziekte (voerinname en lichaamsgewicht), in de lagere
glutamine concentraties in spier en plasma en in het verlies van spiereiwit (noch
totaal noch mitochondrieel). Doordat een relatie tussen de glutamine concentratie
en de eiwitsynthese snelheid in skeletspier niet altijd opgaat en omdat geen
effect van de glutamine interventie op de grootte van de spier glutamine pool is
waargenomen, lijkt het erop dat de spier geen goed doelorgaan is voor glutamine
interventie. Het voer werd echter door de zymosan geinjecteerde ratten normaal
gegeten en gemetaboliseerd. Hoogstwaarschijnlijk is al het extra glutamine uit
het voer opgenomen door de organen in het splanchnische gebied en kan hier
een effect van glutamine interventie verwacht worden.
Belangri jkste conclusies
• Het injecteren van ratten met zymosan levert een katabool rattenmodel op
met een acute fase van ernstige ziekte (2 dagen) gevolgd door een langdurige
herstel fase (minstens 10 dagen). Het verkregen model is geschikt voor het
bestuderen van biochemische mechanismen die ten grondslag liggen aan de
metabole ontsporingen gedurende zowel de acute als de herstelfase en
voor het bestuderen van voedingsinterventies tijdens herstel.
• Het verlies van spiermassa dat optreedt tijdens de acute fase van enstige
ziekte is tenminste voor een deel het gevolg van verlaagde eiwitsynthese
snelheden.
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u ; Als gevolg van emstige ziekte is het mitochondrieel eiwitgehalte van de
skeletspier sterker verlaagd dan het totale spiereiwit. Deze daling is
gedeeltelijk het gevolg van een relatief sterkere daling van de synthese
snelheid van mitochondrieel eiwit. r*sp«o5 ns-i rsa
De verminderde spiercontractiliteit in de zymosan geinjecteerde ratten lijkt
het resultaat te zijn van een ontregeling in het zenuwstelsel of in een van
de stappen van het excitatie-contractie koppelingsmechanisme. Mogelijk
leidt het verlaagde mitochondrieel gehalte wel tijdens een latere fase van
herstel tot een verminderde spierfunctie en een toegenomen vermoeidheid.
Voedingsinterventie met een voer dat een eiwitbron rijk aan glutamine bevat,
heeft een vergroting van de belangrijkste glutamine voorraden (spier en
plasma) tot gevolg bij controle ratten. Het voer heeft echter bij de zymosan
geinjecteerde ratten geen effect op de ernst van de ziekte, op de verminderde
glutamine voorraden en op het verlies van spiereiwit (noch totaal noch
mitochondrieel).
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